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摘要 KEI Tabanus quinquecinctus Ricardo MER S W mM Ek ULVE Sephadex G-75 凝 胶 
Er. Fibrin-Sepharose 4B 亲 和 层 析 和 电泳 制备 等 方法 纯化 后 , 获得 在 SDS-PAGE 图 谱 上 呈 
现 单一 区 带 的 溶 纤 活性 蛋白 ,该 蛋 晶 质 既 具有 纤 溶 酶 作用 ,又 具有 激活 纤 溶 酶 原 的 作用 ,其 分 
子 量 为 40kD， 等 电 点 为 4. 5， 最 适 作 用 pH 为 9.0， 最 适 作 用 温度 为 28C ，37C 处 理 2h 活性 
完全 丧失 ，Ca?+ 、Mn2+ Cut, Zn'*. Hg^* PMSF 能 抑制 其 活性 。 


关键 词 Ert, RAAR A 


蛇 虫 是 我 国 传统 的 活血 化 瘀 昆虫 药 "., dac A E RI, 为 人 畜 的 重要 害虫 ,许多 吸血 
动物 都 要 分 论 抗 凝血 物质 以 利于 取 食 和 消化 .前 人 研究 表明 so n zK LU ie ff £T TEE 35 2E 
活性 化 的 作用 ,但 有 关 昨 虫 溶 纤 活 性 香 和 白 的 分 离 纯化 和 性 质 尚未 见报 道 。 本 文 首 次 对 五 
AW OL Tabanus quinquecinctus Ricardo 的 溶 纤 活性 和 蛋白 进行 了 人 研究 ， 这 对 于 发 据 祖 国 传统 
医药 宝库 、 研 制 新 的 溶 栓 药物 、 了 解吸 血 赃 的 消化 机 理 和 认识 药 用 昆虫 资源 都 有 着 重要 
的 价值 。 


1 材料 和 方法 


1.1 供 试 材料 
试 虫 : 五 带 昱 采 自 南川 市 三 果 ， 捕 获 后 ， 立 即 冷 冻 保存 。 
试剂 : Chromozym tPA Jj B. M. 产品 ; Sephadex G-75、Sepharose 4B 为 Pharmacia 
品 ;Ampholine、 低 分 子 量 标准 蛋白 、 茶 甲 基 磺 酰 气 (CPMSF)、 牛 血清 白 和 蛋白.Chromozym 
P 为 上 海 丽 珠 东 风 公 司 产品 ; 人 纤维 蛋白 原 、 凝 血 酶 为 Sigma 公司 产品 ; 标准 tPA 由 英 
国 国 立 标 准 与 控制 研究 所 赠送 ; 其 余 试剂 均 为 国产 分 析 纯 。 


1.2 方法 

1.2.1 溶解 血 纤维 蛋白 的 活性 测定 : 参照 李 卫 星 等 中 方法 , 用 纤维 蛋白 琼脂 平板 进行 测 

定 ， 以 标准 tPA 为 标 样 。 

1.2.2 溶 纤 活 性 蛋 日 的 分 离 纯 化 : (1) 粗 提 液 制备 : 取 五 带 是 20 g, 加 入 适量 0. 01 mol/L 

Tris-HCl (pH7. 4) RIR, X; 4C，7 000 r/min 离心 15 min， 取 上 清 液 加 入 固体 硫 

酸 铵 至 75% 饱 和 度 过 夜 , 8 000 r/min 离心 15 min, 沉淀 经 透析 后 浓缩 , 得 粗 提 液 。(2) E 

RE: 取 粗 提 液 3 mL, E Sephadex G-75R: (2. 6 cm X90 cm)， 用 上 述 缓冲 液 洗 脱 , 流 
x 四 川 省 应 用 基础 资助 项 目 
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3E0.2 mL/min， 逐 管 收集 ， 每 管 3.0 mL, JH UV-240 型 紫外 可 见 分 光 光 度 计 “《 晶 本岛 
津 ) 监测 OD {È (280 nm) .收集 溶 纤 活 性 峰 部 分 , 浓缩 透析 备用 。(3) 杀 和 层 析 : Fibrin- 
Sepharose 4B 的 制备 依 周 克 元 等 中 方法 ,Fibrin-Sepharose 4B 柱 (1. 6 cmX20 cm), 用 
0. 02 mol/L Tris-HCl-0. 1 mol/L NaCl-0. 01 %Tween 80 (pH 7. 4) 缓冲 液 平 衡 ， 用 上 述 
紫外 可 见 分 光 光 度 计 监测 OD 值 (280 nm). 凝 胶 层 析 浓 缩 样品 上 柱 后 ， 用 上 述 平衡 缓冲 
液 冲洗 至 流出 液 ODzso 过 0. 005; HO. 1 mol/L Gly-HCI (pH 2. 8) 解吸 附 , 流速 为 0.2 mL / 
min， 逐 管 收集 , 每 管 3. 0 mL; 然后 迅速 用 0. 1 mol/L NaOH 调 洗 脱 液 pH 至 7. 4 左右 , 收 
集 溶 纤 活性 峰 ; 用 0. 005 mol/L Tris-HCl-0. 00196 Tween 80 透 析 备 用 。(4) 电泳 制备 : 亲 
和 层 析 浓缩 样品 经 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 CHR ARE T —426, NAR T —1096, C—2. 6946) 电泳 
(PAGE) 后 , 按 George 等 方法 进行 电 印 演 转 移 纤维 绰 日 目 显 影 ,定位 溶 纤 活性 蛋白 带 ， 
然后 对 应 切 下 胶 条 ， 按 Hanger 等 "方法 回收 溶 纤 活性 蛋白 。 

1.2.3 分子量 和 等 电 点 测定 : O) T RE: 按 莽 克 强 ” 方法。 浓缩 胶 T—496. 41 BS 
BE T-—1096,C—2. 694, 25 tS ELTE YA R-250 染 色 。 低 分 子 量 标准 蛋白 (磷酸 化 酶 B,94 000; 
牛 血 清白 蛋白 ，67 000; 肌 动 蛋白 ，43 000; 碳酸 栈 酶 ，30 000; 烟草 花 叶 病毒 外 壳 蛋 日 ， 
17 500) 与 样品 在 同一 条 件 下 进行 电泳 。(2) 等 电 点 测定 : 参照 莽 克 强 方 法 进行 聚 丙烯 酰 
WERE (T-—7.596, 凝 胶 大 小 为 100 mm X70 mm X0.6 mm) 等 电 聚 焦 电 泳 。 聚 焦 完 毕 后 ， 
凝 胶 用 缓冲 液 〈 琉 基 乙 醇 0.5 mL, SDS 2. 3 g、Tris 0.75 g、 甘 油 8 mL 加 水 至 100 mL) 
漂洗 30 min， 换 液 两 次 ， 然 后 用 2.5% Triton X-100 漂 洗 30 min， 换 液 一 次 ， 经 蒸馏 水 冲 
洗 后 ， 按 George B. 方法 电 印 溃 转 移 纤维 蛋 日 目 显影 ， 确 定 等 电 点 。 

1.2.4 温度 、pH、PMSF 及 金属 离子 对 五 带 此 溶 纤 活 性 蛋 日 活性 的 影响 : 参照 Northrop 
等 中 方法 ; 

1.2.5 底 物 专 一 性 测定 : (1) 按 王 中 枢 ” 纤 维 蛋 日 琼脂 平板 法 测定 。(2) 吸 取 0. 9 mL 0. 1 
mol/L, pH8. 5Tris-HCl ( 含 0. 1596 Tween-80) 缓冲 液 和 0. 1 mL 底 物 Chromozym P 或 
Chromozym tPA (4 mmol/L) KR, BIEMA. 1 mL 样品 ，37C 保温 3 min JE, 最 后 
加 入 0.5 mL10% (w/v) 柠檬 酸 终止 反应 ， 在 410 nm 测定 OD 值 。 

1.2.6 蛋白 质 浓 度 测定 : fX Bradford 方法 进行 ， 以 牛 血清 和 白 蛋 旦 为 标准 样品 。 


2 结果 


2.1 五 带 蛇 溶 纤 活 性 蛋白 的 纯化 

为 了 找到 能 使 溶 纤 活 性 蛋白 沉 深 的 最 适 硫酸 铵 饱和 度 ， 测试 了 从 35% 到 95% 的 不 同 
饱和 度 下 的 沉淀 物 的 溶 纤 活力 ,结果 发 现 : 在 硫酸 铵 饱和 度 为 35% 时 , 沉淀 物 其 微 , 沉淀 
物 没有 溶 纤 活 力 ; 在 35% 至 75% 饱 和 度 之 间 的 沉淀 物 的 溶 纤 活力 与 35% 至 85% 饱 和 度 之 
间 的 沉淀 物 的 溶 纤 活力 没有 变化 , 沉淀 物 中 溶 纤 活性 蛋 日 的 含量 最 高 、 溶 纤 活力 最 大 . 因 
此 ， 本 文选 用 的 硫酸 铵 沉 演 溶 纤 活性 蛋 日 的 饱和 上 度 为 75 贺 ， 一 次 沉 深 。 

五 带 蚊 溶 纤 活 性 和 蛋白 粗 提 液 在 Sephadex G-75 柱 上 进行 凝 胶 过 滤 ， 如 图 1 所 示 ， 仅 一 
个 纤 溶 活性 峰 。 合 并 洲 纤 活性 蛋 日 部 分 ， 透 析 浓 缩 备 用 。 

经 上 步 纯化 后 的 样品 ,进一步 进行 Fibrin-Sepharose 4B 亲 和 层 析 ， 其 结果 见 图 2。 收 
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集 溶 纤 活性 蛋白 部 分 ， 经 电泳 制备 ， 获 得 电泳 纯 溶 纤 活性 蛋白 .整个 纯化 结果 见 表 1， 最 
后 蛋白 回收 率 为 0.08%， 活 性 回收 率 为 13. 9%， 纯 化 倍数 为 166. 67 倍 。 


——— Dro 
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图 1 Aft E HHE Sephadex G-75 R2 溶 纤 活性 和 蛋 日 Fibrin-Sepharose 4B 
BEBE SIUE AE RU Dr 
表 1 五 带 巡 溶 纤 活性 蛋白 的 纯化 
"m 总 蛋白 量 酶 活力 比 活力 纯化 倍数 回收 率 
i (mg) (PA IU) — (PA IU*mg-) (94) 
^] 3X 38 Wk 240.4 5. 05x 105 2. 10x 10? 1. 00 100. 0 
75% (NH42,SO, YL% 130. 2 4. 43X105 3. 40X 10? 1. 62 54.2 
Sephadex G-75 凝 胶 层 本 5. 2 2. 69X 105 5. 17X 104 24. 62 2. 2 
Fibrin-Sepharose 4B 亲 和 层 析 0.5 9.1X104 1. 82X 105 86. 67 0. 2 
电泳 制备 0. 2 7.0X104 3. 50X 105 166. 67 0. 08 


SDS-PAGE 结果 见 图 3, 与 标准 蛋白 分 子 量 作 比 较 , 测 得 该 成 分 分 子 量 约 为 40 kD; 
等 电 聚 焦 电 广电 印 演 显 示 其 等 电 操 约 为 4. 5。 


2.2 五 带 蛇 溶 纤 活 性 蛋白 的 底 物 专 一 性 

纯化 后 的 五 带 虹 溶 纤 活性 蛋白 ,分 别 在 血 纤 维 蛋 白 平板 和 加 热血 纤维 蛋白 平板 
(85'C, 30 min) 上 ,测定 其 纤 溶 酶 活性 和 纤维 酶 原 激 活活 性 。 结 果 表 明 ， 血 纤维 蛋 日 平 
板 上 的 溶 圈 面积 为 《100.7 土 5.1) mm2; 加 热血 纤维 蛋白 平板 上 的 洲 圈 面积 为 〈34. 9 士 
4. 2) mm?。 由 此 说 明 , 五 带 旺 溶 纤 活性 蛋白 既 具 有 纤 溶 酶 的 直接 水 解 纤 维和 蛋白 的 作用 ,又 
具有 纤 洲 酶 原 激 活 物 的 间接 水 解 纤维 蛋白 的 作用 。 利 用 纤 溶 酶 的 常用 专 一 底 物 革 氧 准 酰 
HERBAMI (Chromozym P) 和 组 织 型 纤 溶 酶 原 激 活 剂 GPAO 的 专 一 底 物 
甲 基 磺 酰 茶 丙 氨 酰 甘 氮 酰 精 氨 酰 对 硝 基 茶 胺 (Chromozym tPA) ME Fo4E RECTA ZT 18 1E 
HKJ, ARER., LEIRE E Chromozym P 和 Chromozym tPA 有 较 强 
的 水 解 作 用 。 
2.3 五 带 蛇 溶 纤 活性 蛋白 的 性 质 
2.3.1 最 适 作 用 pH: 结果 见 图 4， 五 带 虹 溶 纤 活性 蛋白 作用 的 最 适 pH 为 9.0, 在 pH 
5. 0 一 7.0, 活 性 变化 不 大 。 
2.3.2 pH 稳定 性 :从 图 5 TJAH, RUE CIR ZEE TE SR FATE pH5. 0 一 8. 0 较 稳 定 , 以 pH 
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图 3 溶 纤 活性 蛋白 SDS-PAGE 图 谱 
A. 溶 纤 活性 蛋白 ，B. 标准 蛋白 


为 6.0 时 最 稳定 。 


相对 活力 


pH 


图 4 pHOHSÉTISTES E 8 7J B X 


2.3.3 最 运作 用 温度 : 如 图 6 所 示 , 五 带 蝶 溶 纤 活性 蛋 日 的 最 运作 用 温度 在 28 CAU. 


相对 活力 


4 8 12 


pH (37C) 


图 5 溶 纤 活 性 蛋白 的 pH 稳定 性 


图 6 温度 对 溶 纤 活性 蛋白 活力 的 影响 


2.3.4 温度 稳定 性 : 五 带 虹 溶 纤 活性 蛋白 在 25C 保 温 2h, 活力 基本 不 变 ; 在 37C 保 温 
2 h， 活 力 完全 丧失 ; 在 45 CRA 30 min， 活 力 完 全 丧失 (图 DD. 

2.3.5 PMSF 对 活力 的 影响 : 如 图 8 所 示 ，2. 5 mmol/L PMSF ZEMER A 
性 蛋白 活性 ; 0.52 mmol/L PMSF 抑制 50% 的 活性 。 

2.3.6 人 金属 离子 对 活力 的 影响 : Ax 2 可 以 看 出 ，0. 01 mol/L Ca^*, Mg^*, Mn” XT 
"E BELTS ZT IS TES E TER — ERMA ER; 0.01 mol/L Zn** , Cu^*, Hg^* fll 0.1 mol/L 


Cat, Mn 可 完全 抑制 其 活性 。 


R2 金属 离子 对 五 带 蛇 溶 纤 活性 蛋白 活力 的 影响 


离子 浓度 K* Ca?* Mg?* Zn?* Cu?* Hg?* ex 
(mol/L) KCl CaCl; MgCl; ZnCl; CuSO, HgCl; 
0. 01 1. 0524F0. 01 0. 90+0. 02 0.874:0. 02 0. 81 EO. 02 0 0 0 1.0 
0.1 1. 04-0. 03 0 ]. 04:0. 02 Ô 0 0 1. 0 


注 ， 表 中 数据 为 剩余 活力 及 其 标准 差 (X 土 SD) 
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图 7 溶 纤 活性 蛋白 温度 稳定 性 图 8 PMSF 对 溶 纤 活性 蛋白 活力 的 影响 
3 讨论 

许多 吸血 动物 都 要 分 泌 抗 凝血 因子 以 利于 取 食 和 消化 ， 不 同 的 吸血 动物 产生 的 抗 癣 
血 因 子 不 同 ， 其 分 子 量 和 抗 凝血 机 理 存 在 显著 差异 五 。 吸 血 动 物 在 吸血 过 程 中 ， 首 先 
要 抗 凝 ， 如 分 说 血小板 聚集 抑制 剂 、 抗 凝血 酶 E、 活 化 态 凝 血 因 子 X 抑制 剂 等 。 也 可 以 
是 分 泌 纤 溶 酶 或 纤 溶 酶 原 激 活 物 ， 通 过 纤 溶 过 程 而 分 解 纤 维 蛋 白 〈 或 纤维 蛋白 原 ) Xd 
凝 或 溶解 已 形成 的 血栓 。 本 实验 所 分 离 五 带 蚊 溶 纤 活性 蛋白 能 够 溶解 血 纤 维 蛋 白 ， 因 此 
五 带 昱 的 一 个 消化 机 制 可 能 是 分 洲 溶 纤 活性 蛋白 ， 将 大 分 子 的 纤维 蝇 日 降解 为 小 片段 的 
纤维 蛋白 降解 产物 ， 以 利于 进一步 消化 和 吸收 。 

蛇 虫 是 一 味 传 统 昆虫 药 ， 具 有 “ 驱 瘀 血 ” 的 作用 。 已 有 研究 表明 ， 虹 虫 水 提 物 有 使 
血 纤 溶 系统 流 活性 化 的 作用 。 本 实验 分 离 纯化 出 了 使 血 纤 溶 系统 活性 化 的 物质 ， 为 巡 虫 
药 用 “ 驱 凉 血 ” 的 机 理 提 供 了 分 子 学 上 的 依据 。 五 带 巡 溶 纤 活 性 蛋白 既 具 有 纤 溶 酶 的 直 
接 水 解 纤 维 蛋白 的 作用 ， 又 具有 纤 溶 酶 原 激 活 物 的 间接 水 解 纤维 蛋白 的 作用 。 因 此 ， 可 
为 开发 新 溶 栓 药物 提供 依据 。 

本 实验 从 五 带 凡 中 分 离 到 的 溶 纤 活性 蛋白 分 子 量 较 大 (40kD)， 最 适 作 用 温度 为 
28'C ， 最 适 作 用 pH 为 9.0, 这 与 人 体 及 哺乳 动物 体内 的 生理 条 件 不 一 致 。 因 此 ,作为 一 
个 新 的 溶 栓 药物 开发 , 需 在 弄 清 其 结构 和 活性 位 点 后 , 对 其 分 子 结构 进行 修饰 与 改造 , 以 
克服 这 些 缺 点 。 

TE tt [o TL RETE ST IRTES EH PM. Fibrin-Sepharose 4B 的 亲 和 效 率 不 高 ， 这 与 其 既 具 
有 纤 溶 酶 活性 又 具有 激活 纤 溶 酶 原 活 性 有 关 。 在 洗 脱 时 ， 洗 脱 液 要 迅速 调 pH $ 7.4 7c 
右 ， 以 免 造 成 洲 纤 活性 蛋 日 的 不 可 逆 失 活 。 
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流行 病 研究 所 许 荣 满 教授 鉴定 虫 种 ， 订 致谢 意 。 
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PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF THE 
FIBRINOLYTIC COMPONENT OF 
TABANUS QUINQUECINCTUS RICARDO 


Yang Xingyong Lu Xiaofeng Pei Yan 
(Biotechnology Center, Southwest Agricultural University, Chongqing | 400716) 


Abstract The fibrinolytic component (FC) separated from the homogenate of ab- 
domen of Tabanus quinquecinctus Ricardo was showed to possess both fibrinolytic en- 
zyme and plasminogen activator activities. After ammonium sulphate precipitation, 
Sephadex G-75 gel filtration, Fibrin-Sepharose 4B affinity chromatography and elution 
from electrophoresis, it appeared as a single band corresponding to molecular weight 
(MW) of approximately 40kD on SDS-PAGE and its isoelectric point was about 4. 5 on 
IEF. Its optimal reaction pH was 9. 0 and optimal reaction temperature was 28 C. The 
activity of FC was totally lost after incubation at 37 'C for two hours and could be inhib- 
ited by Ca?^* , Mn'^*, Cu’t, Zn^ , Hg^' and PMSF. 
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